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A method for mass-spectrometric analysis of known genetic mutations, using 
modified nucleoside triposhosphates to improve the performance, is new. The 
method comprises: (1) amplifying a DNA sequence by polymerase chain reaction 
(PGR) using primers selected to amplify a sequence containing the mutation; (2) 
adding a particular set of modified nucleoside triphosphates (NTPs) to effect 
limited extension of already present or newly added primers, where: (a) the 
extension reaction stops at the next occurrence of a particular base in the DNA 
strand being copied; (b) the extension reaction proceeds up to or past the 
mutation site, so that wild-type amplification products will have a different 
molecular weight from mutant amplification products; and (c) the modification of 
the NTPs results in stabilization of the DNA chains during ionization, a reduction 
in ion adduct formation, an increase in ionization yields and/or a change in the 
mass of the DNA chains; (3) performing the limited primer extension using an 
enzyme that generates the complement of the DNA strand being copied; (4) 
performing at least partial primer degradation and optionally further modification 
of the amplification products; and (5) determining the mass of the modified 
amplification products by mass spectrometry and assigning the masses to wild 
type or mutant. An Independent claim is also included for a kit which can be used 
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@ Mutationsanalyse mittels Massenspektrometrie 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren einer massenspek- 
trometrischen Untersuchung des durch Polymerase-Ket- 
tenreaktion (PCR) vervielfaltigten Genmaterials Desoxyri- 
bonukleinsaure (DNA) auf das Auftreten von bekannten 
Mutationen mitHilfe einer lonisierung durch matrixunter- 
stutzte Laserdesorption (MALDI). Die Erfindung betrifft 
die Verwendung eines besonderen Satzes modifizierter 
Nukleosidtriphosphate fur das an sich bekannte Verfah- 
ren der beschrankten Primerverlangerung in einer kopie- 
renden, enzymatischen Reaktion und gegebenenfalls die 
Verwendung ebenfalls modifizierter Primer, so daf^ die 
entstehenden DNA-Produkte selektiv, adduktfrei und so 
bevorzugt ionisiert werden, dafS sie von anderen Beimen- 
gungen der Reaktionslosung leicht unterschieden werden 
konnen. Das Verfahren eignet sich besonders fur den 
gleichzeitigen Nachweis mehrerer Mutationen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren einer massenspektrometrischen Untersuchung des durch Polymerase- Kettenreak- 
tion (PGR) vervielfaltigten Genmaterials Desoxyribonukleinsaure (DNA) auf das Auftreten von bekannten Mutationen 
5 mit Hilfe einer lonisierung durch matrixunterstiitzte Laserdesorption (MALDI). Die Erfindung betrifft die Verwendung 
eines besonderen Satzes modifizierter Nukleosidtriphosphate fiir das an sich bekannte Verfahren der beschrankten Pri- 
merverlangerung in einer kopierenden, enzymatischen Reaktion und gegebenenfalls die Verwendung ebenfalls modifi- 
zierter Primer, so daB die entstehenden DNA-Produkte selektiv, adduktfrei und so bevorzugt ionisiert werden, dai3 sie 
von anderen Beimengungen der Reaktionslosung leicht unterschieden werden konnen. Das Verfahren eignet sich beson- 
10 ders fur den gleichzeitigen Nachweise mehrerer Mutationen. 

Stand der Technik 

Gegenstand dieser Erfindung ist eine Methode zum simultanen Nachweis von einer oder mehreren mutativen \feran- 
15 derungen innerhalb einer bestimmten Sequenz von genomischer DNA eines Organismus. Bei diesen Sequenzverande- 

rungen kann es sich um Basenaustausch ("Punktmutationen") handeln, um Einfiigungen von Basen ("Insertionen"), um 
Fehlen von Basen ("Deletionen"), aber auch von chemischen Veranderung einer Base, beispielsweise durch eine Methy- 
lierung. 

Um Mutationen eindeutig zu charakterisieren, muB eine DNA-Sequenz, in der eine Mutation vermutet wird, de novo 

20 sequenziert werden. Um anschlieBend eine identifizierte Mutation bei einem anderen Individuum zu finden, bietet sich 
als bestdefinierte Analyse eine emeute Sequenzierung des entsprechenden DNA-Abschnitts an. Fiir die Praxis wiirde 
dies bedeuten, daB der Nachweis einer bekannten Mutation in einem Probanden die gleichen Kosten verursachen wiirde 
wie die urspriingliche Charakterisierung. Fiir die Sequenzierung werden verschiedene Gelelektrophoresearten einge- 
setzt, die jedoch langsam, teuer und nicht voll automatisierbar sind. 

25 Fiir die Auffindung von bekannten Mutationen wurden daher alternative Techniken entwickeln. So konnen fiir die 
Identizierung vieler bekannter Mutationen entsprechende DNA-Sequenzen durch Oberflachenfixierung auf einem DNA- 
Ghip zusammengefaBt werden. Deren Hybridisierung oder Nichthybridisierung mit aufgebrachten Genmaterial kann zur 
simultanen Identifikation einer Vielzahl von verschiedenen Mutationen verwendet werden. So sind Ghips mit 64 000 fi- 
xierten Sequenzen bekannt geworden. Diese DNA-Chiptechnologie hat jedoch einige wesentliche Nachteile, alien voran 

30 den, daB die Herstellung der DNA-Ghips recht kostspielig ist. Da die Bestimmung einer groBen \^elzahl von Mutationen 
eines Individuums nicht immer erforderlich ist, handelt es sich nicht gerade um eine preisangepaBte Diagnostik fur eine 
bestimmte, definierte Erkrankung. 

Es besteht somit nach wie vor ein Bedarf an Verfahren zur schnellen Erkennung von Mutationen, wobei ein maBiger 
Grad an Multiplexierbarkeit erwiinscht, aber je nach Schnelligkeit des Einzelverfahrens nicht unbedingt notwendig ware. 

35 Massenspektrometrie mit lonisierung durch matrix-unterstiitzte Laserdesorption (MALDI) ist eine sehr leistungsfa- 
hige Art der Analyse von Biomolekiilen. Die lonen konnen massenspektrometrisch, beispielsweise in Flugzeitniassen- 
spektrometern, auf ihre Masse hin analysiert werden. Da die Fluggeschwindigkeit der lonen im Massenspektrometer 
etwa 10^ mal schneller ist als die Wanderungsgeschwindigkeit der Molekiile im Gel der Elektrophorese, ist das massen- 
spektrometrische Verfahren auBerordentlich viel schneller als das elektrophoretische Verfahren, selbst wenn die Spek- 

40 trenmessung 10- bis 100-mal wiederholt wird, um zu guten Signalzu-Rausch-Verhaltnissen zu kommen. 

Das gesamte MALDI-Praparations- und MeBverfahren besteht darin, daB zunachst die Analytmolekiile auf einem fe- 
sten Probentrager in eine feste, UV-absorbierende Matrix, meist eine organische Saure, eingebettet werden. Der Proben- 
trager wird in die lonenquelle eines Massenspektrometers eingefiihrt. Durch einen kurzen Laserpuls von etwa 3 Nanose- 
kunden Lange wird die Matrix ins Vakuum verdampft; das Analytmolekiil wird dabei unfragmentiert in die Gasphase be- 

45 fordert. Durch StoBe mit gleichzeitig entstehenden Matrixionen wird die lonisation des Analytmolekiils erreicht. Eine 
angelegte Spannung beschleunigt die lonen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer verschiedenen Massen werden die 
lonen in der lonenquelle auf unterschiedliche Geschwindigkeiten beschleunigt Kleinere lonen erreichen den Detektor 
friiher als groBere. Die Flugzeit wird in die Masse der lonen umgerechnet. 

Technische Neuerungen der Hardware haben die Methode der Rugzeitmassenspektrometrie mit MALDI-Ionisierung 

50 signifikant verbessert. Erwahnenswert ist die zeitverzogernd einsetzende Beschleunigung (Delayed Extraction), mit der 
eine verbesserte Auflosung der Signale an einer S telle im Spektrum erreicht wird. Durch eine zusatzliche dynamische 
Veranderung der Beschleunigungsspannung kann man eine gute Auflosung in einem weitem Massenbereich erreichen 
(DE 196 38 577). 

MALDI eignet sich ausgezeichnet zur Analyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse von Nukleinsauren ist etw^as 
55 schwieriger. Fiir Nukleinsauren ist die lonisierung im MALDI-ProzeB etwa 100-mal geringer als fiir Peptide und nimmt 
mit zunehmender Masse iiberproportional ab. Der Grund dafiir liegt darin, daB fiir die lonisation von Peptiden und Pro- 
teinen lediglich ein einziges Proton eingefangen werden muB. Fiir Nukleinsauren, die ein vielfach negativ geladenes 
Riickgrat haben, ist der lonisationsprozeB durch die Matrix wesentlich ineffizienter. 

Fiir MALDI spielt die Wahl der Matrix eine wichtige Rolle. Fiir die Desorption von Peptiden gibt es einige sehr lei- 
60 stungsfahige Matrices, die eine sehr feine Kristallisation ergeben. Fiir DNA sind zwar mittlerweile einige effektive Ma- 
trices gefunden worden, jedoch wurde dadurch der Empfindlichkeitsunterschied zu Proteinen nicht verringert. 

Dieser Empfindlichkeitsunterschied kann vermindert werden, indem die DNA chemisch so modifiziert wird, daB sie 
einem Peptid ahnlicher wird. Wie in WO 96/27681 dargelegt, lassen beispielsweise sich Phosphorothioatnukleinsauren, 
bei denen die gewohnHchen Phosphate des Riickgrats durch Thiophosphate substituiert sind, durch einfache Alkylie- 
65 rungschemie in eine ladungsneutrale DNA umwandeln, und die chemisch kovalente Kopplung einer einzelnen positiv 
oder negativ geladenen chemischen Gruppe ("charge tag") an diese modifizierte DNA resultiert in der Steigerung der 
Empfindlichkeit in den gleichen Bereich, wie er fiir Peptide gefunden wird. 

Durch diese Modifikationen hat sich auch die Moglichkeit eroffhet, ahnliche Matrices zu benutzen, wie sie fiir die De- 
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sorption von Peptiden verwendet werden, Ein weiterer Vorteil des "charge tagging" ist die erhohte Stabilitat der Analyse 
gegeniiber Verunreinigungen, die den Nachweis unmodifizierter DNA-Analyte stark erschweren. 

Es ist jungst ein neues Verfahren zur Mutationsdiagnostik bekannt geworden, das die MALDI-Massenspektrometrie 
benutzt (Little, D.P., Braun, A., Damhofer-Demar, B., Frilling, A., Li, Y, Mclver, R.T. and Koster, H.; Detection of RET 
proto-oncogene codon 634 mutations using mass spectrometry. J. Mol. Med. 75, 745-750, 1997). Der Primer (eine 5 
DNA-Kette, die als Erkennungssequenz fungiert) wird dabei so synthetisiert, daB er sich in unmittelbarer Nahe einer be- 
kannten Punktmutation an den Templatstrang anlagert ("hybridisiert"). Zwischen der Position dieser Punkmutation und 
dem 3'-Ende des Primers (an diesem Ende wird der Primer verlangert) darf die Sequenz des Templatstrangs aus maximal 
drei der vier Nukleobasen zusammengesetzt sein. An der Punktmutationsposition tritt eine weitere Base zum ersten Mai 
auf. Mit einer Polymerase und einem besonderen Satz von desoxy-Nukleotidtriphosphaten (die maximal drei komple- 10 
mentaren, die bis zur Punktmutationsposition auftreten) und einem didesoxy-Nukleotidtriphosphat (mit der Base, die 
komplementar zu der potentiellen Punktmutation ist) wird der Primer kopierend verlangert. Das didesoxy-Nukleosidtri- 
phosphat beendet ("terminiert") die Kettenverlangerung. Je nach An- oder Abwesenheit der Punktmutation wird die Po- 
lymerasereaktion auf der Punktmutationsposition terminiert oder sie terminiert erst bei der nachsten entsprechenden 
Base jenseits der potentiellen Mutations stelle. Dieses Verfahren, das aber auch eine Fixierung der Primer an einer Ober- 15 
flache einschlieBt, ist von den Autoren als "PROBE" bezeichnet worden. 

Da jedoch in dieser Arbeit unmodifizierte DNA zur Analyse eingesetzt wird, erscheint ein wesendicher Nachteil die- 
ser Methode, daB verhaltnismaBig viel DNA-Material enzymatisch hergestellt werden muB, um in der anschlieBenden 
Analyse entsprechend detektierbare Signale zu erhalten. Dazu kommt, daB das abzutastende PGR Produkt an einer festen 
Phase immobilisiert werden muB, damit die Endanalyse nicht durch Primer und den Templatstrang sowie durch Salze 20 
und Detergenzien aus der Polymerasereaktion negativ beeinfluBt wird. 

Aufgabe der Erfindung 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, auf der Basis des PROBE- Verfahrens ein verbessertes massenspektrometrisches 25 
Verfahren fur die schnelle und kostengiinstige Untersuchung von Genmaterial auf eine beschrankte Zahl vorbekannter 
Mutationen wie Basenaustausch ("Punktmutationen"), Einfugungen von Basen ("Insertionen"), Fehlen von Basen ("De- 
letionen"), aber auch chemische Veranderung einer Base, zu finden, wobei die DNA-Kettenprodukte fiir eine hohe Pra- 
zision der Massenbestimmung moglichst kurz, und fiir eine gute Unterscheidbarkeit von Restprodukten der PGR mog- 
lichst empfindlich sein sollen. Es ware daruberhinaus giinstig, wenn die Lange der DNA-Kettenprodukte in gewissem 30 
Umfang wahlbar ware, um einen gleichzeitigen Nachweis mehrerer Mutationen in einem einzigen MeBvoigang vomeh- 
men zu konnen. 

Kurze Beschreibung der Erfindung 

35 

Die Erfindung besteht darin, beim PROBE- Verfahren der Primerverlangerung nicht mit den nomialerweise fiir die 
PGR verwendeten Primem und Nukleosiden zu arbeiten, sondem mit modifizierten Primem und modifizierten Nukleo- 
siden, die sich entweder von sich aus oder in Verbindung mit einer spateren chemischen Umfonnung giinstig auf die lo- 
nisierung im MALDI-ProzeB auswirken, indem sie dadurch, daB sie nur noch eine einzige positive oder negative Ladung 
tragen, die Empfindlichkeit erhohen, die DNA gegen Fragmentierungen stabilieren, die Adduktbildung vermeiden und 40 
eine selektive lonisierung gegeniiber den weniger empfindlich ionisierbaren Verunreinigungen erzeugen. Die Erfindung 
besteht des weiteren darin, den aus dem Primer bestehenden Teil des Produktes nach der Polymerasereaktion mindestens 
teilweise zu entfernen. Dadurch wird die Masse des Produkts um einen signifikanten Teil verringert und in einen Mas- 
senbereich bewegt, in welchem eine viel bessere Auflosung und Prazision der Massenbestimmung erreicht werden kann. 
In dem Massenbereich von 1500 Da bis 2500 Da kann nach dem gegenwartigen Stand der Technik Isotopenauflosung er- 45 
reicht werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren besteht hauptsachlich insgesamt aus folgenden Schritten: 

1) einer ersten PGR-Vervielfaltigung einer DNA-Sequenz, die durch ihre selektierenden Primer die Mutation um- 
faBt, mit eventueller Nachreinigung der PGR-Produkte, 50 

2) einer Zugabe eines besonderen Satzes von modifizierten Nukleosidtriphosphaten fiir eine kopierende, be- 
schrankte Primerverlangerung der bereits vorhandenen oder ebenfalls hier neu zugegebener Primer, wobei 

(a) der besondere Satz von Nukleosidtriphosphaten so zusammengesetzt ist, daB die Kettenverlangerung 
durch die Kopierreaktion beim nachsten Auftreten einer durch die Zusammensetzung des Satzes bestimmten 
Base im zu kopierenden DNA-Gegenstrang endet, 55 

(b) der besondere Satz von Nukleosidtriphosphaten so zusammengesetzt ist, daB die Primerverlangerung bis 
zur Stelle der Mutation oder dariiber hinaus lauft, so daB die Produktkette im Wildtyp ein anderes Molekular- 
gewicht hat als im Mutanten, und 

(c) die Modifizierung der Nukleosidtriphosphate entw^eder allein oder in Verbindung mit einer nachtraglichen 
chemischen Behandlung (in Schritt 4) zu einer Stabilisierung der DNA-Kette im lonisierungsprozeB, zu einer 60 
Adduktminderung der lonen, zu einer Erhohung der lonisierungsausbeute und/oder zu einer Veranderung der 
Masse der DNA-Kette fuhrt, 

3) einer durch den Schritt 2 vorbereiteten, beschrankten Primerverlangerung mit Hilfe eines Enzyms, das den 
DNA-Gegenstrang komplementar kopiert, 

4) gegebenenfalls einer weiteren chemischen oder enzymatischen Modifizierung der Produkt ketten, die zu einer 65 
weitgehenden Neutralisierung der DNA (mit nur einer gewiinschten, vorgeformten Ladung) und zu einer minde- 
stens teilweisen Entfemung der Primer fiihrt, und 

5) einer massenspektrometrischen Bestimmung der Masse der modifizierten DNA-Produktketten und Zuordnung 
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der de tektierten Mas sen zu Wildtyp oder bekannter Mut ants. 

Es wird damit das Ziel der Erfindung erreicht, die DNA-Kettenprodukte, die im Molekulargewicht die Information 
iiber die untersuchte Mutation tragen, weitgehend zu neutralisieren und mit erwiinscht ladungstragenden chemischen 
5 Gruppen zu versehen, um sie im MALDI-ProzeB bevorzugt mit hoher Empfindlichkeit und selektiv vor anderen Bestand- 
teilen der PCR-Reaktionslosung ionisieren zu konnen. Es wird weiterhin das Ziel der Erfindung erreicht, die Kettenpro- 
dukte so kurz wie moglich zu machen, indem die Primer, die keine Information iiber die Mutation liefem, ganz oder teil- 
weise aus den Kettenprodukten entfernt werden. Dadurch wird das Molekulargewicht der DNA-Kettenprodukte klein 
und die Prazision der Massenbestimmung steigt 

10 

Beschreibung der Figuren 

Fig, 1 gibt ein MALDI-Massenspektrum bei Vorliegen des Wildtyps (homozygot) wieder. Die Masse des Produkts des 
Wildtyps ist 2594 Da. Als Matrix wurde ein Diinnschichtpraparation auf a-CN-4-Hydroxy-Zimtsauremethylester (a- 
15 CNME) verwendet. 

Fig. 2 gibt das MALDI-Massenspektrum bei Vorliegen der Mutante (homozygot) wieder. Die Masse des Produkts der 
Mutante ist 3924 Da. Als Matrix wurde ein Diinnschichtpraparation auf a-CNME ven\'endet. 

Fig, 3 zeigt ein MALDI-Massenspektrum bei Vorliegen des Wildtyps und der Mutante (heterozygot). Die Masse des 
Produkts des Wildtyps ist hier 2593 Da und die der Mutante ist 3916 Da. Die Produkte wurden in einer Kopierreaktion 
20 mit 2 unterschiedlichen Templaten hergestellt und entsprechend simultan aufgereinigt. Als Matrix wurde ein Diinn- 
schichtpraparation auf a-CNME verwendet. 

Fig, 4 ist eine Darstellung einer multiplexierten Abtastung eines Systems mit 5 potentiellen Punktmutationen nach 
dem erfindungsgemaBen Prinzip. X = Position der Termination beim Wildtyp, N = Position der Termination bei einer 
vorhandenen Punktmutation. In einer Mischung aller 5 Wildtypen und Mutanten werden nach entsprechender Auf arbei- 
25 tung 10 unterscheidbare Massen detektiert. Bei jedem Individuum wird fiir jedes System entweder die Wldtypmasse 
oder die Mutantenmasse gefunden. Es ergibt sich eine charakteristische Verteilung der Massen. 

Fig. 5 zeigt schematisch die Nukleotide, welche im vorgelegten Verfahren zum Einsatz kommen konnen: 

X = H, OH, SH, CH3, Alkyl, F, CI, Br, CT"^, CT". X ist die Funktionsgruppe, die festlegt, ob eine weitere Polymerisier- 
barkeit von dieser Position an moglich ist: X = OH emioglicht die Bindung zum nachsten Nukleotid, wahrend jede an- 
30 dere Funktionsgruppe diese unterbindet Weiter besteht die Moglichkeit, durch diese Funktionsgruppe eine Massenver- 
schiebung zu erreichen. 

Y = H, OH, O" SH, S", SeH, Se", CH3, CH2F, CHF2, CF3, Alkyl, BH2. Y ist die Funktionsgruppe, die verantwortlich 
fiir die Ladungsneutralisierbarkeit des molekularbiologisch hergestellten Produkts ist, da die a-Phosphatgruppe in der 
Polymerisation mittels einer DNA-Polymerase erhalten wird, wahrend die P- und y-Phosphatgruppen abgespalten wer- 

35 den. 

Eine weitere Moglichkeit ist, das fiir die Verbesserung der Empfindlichkeit in der massenspektrometrischen Analyse 
notwendige Charge-Tag an dieser Y- Position festzumachen (z. B. CT"^ oder CT~). 

B = Adenin, Guanin, Cytosin, Tliymidin, Uracil, Inosin, Purin, Pyrimidin, Pyrrol, Nitro-Pyrrol, Indol, Nitro-Indol, 
Deaza-Guanin, Deaza- Adenin, Fluor-Uracil, Brom-Uracil, Pyrrazol, Imidazol und deren substituierte Derivate. Fiir B 
40 bieten sich viele Derivate der natiirlichen Nukleobasen an. Wesentlich ist die spezifische Basenpaarung mit natiirlichen 
Nukleobasen eines zu kopierenden Templatstrangs. 

z=s,o. 

Fig. 6 zeigt fiinf Varianten von Primem. Primer konnen so geartet sein, daB sie ein Charge-Tag in das Produkt einfiih- 
ren. Dies tun die Primervarianten 1-3. Altemativ konnen die Primer so geartet sein, daB sie zum Produkt keine Ladung 
45 beisteuem, wie dies bei den Varianten 4 und 5 der Fall ist. In diesen Fallen muB ein solcher Primer mit einem Nukleotid- 
system kombiniert werden, durch welches das Charge-Tag beigefiigt wird. 

Besonders gunstige Ausfiihrungsformen 

50 Ein besonders bevorzugtes Verfahren sieht daher wie folgt aus: Fiir die erste PCR-Ver\ielfachung durch Schritt 1 sind 
die Primer naturgemaB so zu wahlen, daB sich die zu untersuchenden, bekannten Punktmutationen, Insertionen und De- 
letionen innerhalb des erzeugten PCR-Produktes befinden. 

Es ist giinstig, die Restnukleoside der PCR-Amplifikation zwischen den Schritten 1 und 2 durch an sich bekannte Ver- 
fahren zu entfernen, z. B. durch ein "nucleotide removal Kit" der Firma QIAGEN. Alternativ konnen die Restnukleoside 

55 mit einer alkalischen Phosphatase zersetzt und die Losung ohne weitere Aufreinigung weiterverarbeitet werden. 

Schema 1 zeigt die Probenvorbereitung fiir den Wildtyp. An ein mittels PCR hergestelltes Templat wird ein Primer hy- 
bridisiert. Mit einem Substratgemisch von a-S-dATP, a-S-dTTP und ddCTP, einer DNA-Polymerase und entsprechen- 
den Puffern wird das Templat kopiert. Die Kettenverlangerung findet bis zum ersten G auf dem Templatstrang statt und 
wird da durch das eingebaute ddCTP terminiert. AnschlieBend wird ein Teil des Produktes mit einer Phosphodiesterase 

60 wegverdaut. Die Phosphodiesterase wird durch die erste thio-Briicke gestoppt, so daB ein Fragment entsteht, das ledig- 
lich die neu hergestellte DNA enthalt. Durch anschlieBende Methylisierung (zum Beispiel durch Metliyljod) wird das 
Produkt weitgehend neutraliert. Durch den Einsatz eines unmodifizierten Phosphat-ddCTPs, welches sich nicht alkylie- 
ren laBt, wird die einfach negative Ladung des Produkts und damit eine leichte lonisierung zum negativ geladenen Ion 
gewahrleistet. 

65 
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Templat des Wildtyps: 

TpGpCpApTpGpApCpTpTpGpApGpTpCpGpTpTpApApTpGpTpApGpTpCpCpGpCpGpT 
GpTpApCpTpGpApApCpTpCpApGpC 
Primer 

Kcttenverlangerung mit a-S-dATP, a-S-dTTP, ddCTP ergibt: 

TpGpCpApTpGpApCpTpTpGpApGpTpCpGpTpTpApApTpGpTpApGpTpCpCpGpCpGpT 
GpTpApCpTpGpApApCpTpCpApGp CsAsAsTsTsApG 

Verdau ergibt: CsAsAsTsTsApC 

Alkylierung ergibt: CaAaAaTaTaApC Masse: 2212 u 

p = Phosphat (nicht alkylierbar); s = Phosphorthioat (alkylierbar); a = alkyliert 



10 
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Schema 2 zeigt die Wirkung der gleichen Probenvorbereitung fur die Mutante, wobei das Templat eine Punktmutation 
von G nach A tragt. Die Kopierreaktion iiberlauft die Position der Termination beim Wildtyp und stoppt erst beim nach- 20 
sten G. Dadurch ist die Masse des Produkts wesentlich groBer. 



Templat der Mutante: 

TpGpCpApTpGpApGpTpTpGpApGpTpCpGpTpTpApApTpApTpApGpTpCpGpGpCpGpT 
GpTpApGpTpGpApApCpTpCpApGpC 
Primer 

Kettenverlangerung mit a-S-dATP, a-S-dTTP, ddCTP ergibt: 

TpGpCpApTpGpApCpTpTpGpApGpTpCpGpTpTpApApTpApTpApGpTpCpCpGpCpGpT 
GpTpApCpTpGpApApCpTpCpApGpC sAsAsTsTsAsTsAsTpC 

Verdau ergibt: CsAsAsTsTsAsTsAsTpC 

Alkylierung ergibt: CaAaAaTaTaAaTaAaTpC Masse: 3223 u (statt 2212 u) 
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Im Schritt 2 wird ein reduzierter Satz von modifizierten desoxy-Nukleobausteinen (z. B. a-S-Nukleotide oder a-Me- 
Nukleotide) zugegeben, in dem dasjenige Nukleosid fehlt, bei dem die Kettenverlangerung anhalten soil. Dieses Ende 40 
muB so gewahlt werden, daJ3 das Molekulargewicht der Produktkette iiber die Art der Mutation Auskunft gibt. Erganzend 
kann ein terminierender didesoxy-Nukleobaustein zugegeben werden, der nicht als desoxy-Nukleobaustein vorhanden 
ist. Dadurch wird erreicht, daB sich in Schritt 3 spezifische Kettenabbruchprodukte bilden, wie in den obigen Schemata 1 
und 2 gezeigt. 

ErfindungsgemiiB kommen hier modifizierte Nukleotide zum Einsatz. So kann die Verwendung von neutralisierten 45 
Nukleosiden, wie etwa a-Me-Nukleotiden, durch die Polymerasereaktion bereits ein ladungsneutrales DNA-Riickgrat 
ergeben. a-S-Nukleotide lassen sich nach ihrem Einbau in die DNA-Kette durch die Polymerisation leicht neutralisieren, 
beispielsweise durch Alkylierung, insbesondere Methylierung. 

AuBerdem werden in Schritt 2 neue Primer zugegeben, die geniigend dicht an den Mutations stellen anlagem konnen, 
so daB ein Kettenabbruch Auskunft iiber die Mutation gibt, wie aus dem PROBE- Verfahren bekannt. Es ist zweckmaBig, 50 
daB die Primer bereits die "charge tags" fiir ein positives Charge- Tagging tragen. Das Charge-Tag wird vorzugsweise 
nahe am 3 '-Ende das Primers angebracht und die Riickgratbriicken werden zwischen dem 3'-Ende und dem Charge-Tag 
so gewahlt, daB sie einerseits ladungsneutralisiert werden konnen oder bereits selbst ladungsneutral sind und anderseits 
der spateren Beseitigung eines Teils des Primers widerstehen konnen. 

An je einen Strang der in Schritt 1 vervielfaltigten PCR-Produkte werden nun in Schritt 3 die neu zugegebenen Pri- 55 
mem angelagert und anschlieBend enzymatisch kopierend verlangert, wobei die Primer im Gegensatz zu der oben er- 
wahnten Arbeit von Little et al. nicht an einer festen Oberflache immobilisiert zu sein brauchen. 

Im Schritt 4 werden dann die DNA-Kettenprodukte durch selektive Entfemung der aus dem Primer stammenden Se- 
quenzen verklirzt; hier findet aber auch die chemische Aufbereitung statt, die zu neutraherten und mit Charge-Tag verse- 
henen Produkten fiihrt, die sich besonders leicht durch MALDI ionisieren lassen. 60 

Die chemischen und enzymatischen Reaktionen, die in Schritt 4 vorzugsweise zum Einsatz koinmen, sind die Entfer- 
nung der Primer oder wesentlicher Teile der Primer von den Kettenprodukten nach der Polymerasereaktion, beispiels- 
weise durch eine 5 '-Phosphodiesterase oder durch die Aktivierung einer im Primer integrierten chemischen Schnittfunk- 
tion. Da der Neuinformationsgehalt des Primers gleich null ist und er lediglich in der massenspektrometrischen Analyse 
stort, ist es sinnvoll, diesen so zu eliminieren. 65 

In Schritt 4 werden nun gegebenenfaUs die Kettenprodukte durch eine Alkylierungsreaktion neutralisiert, wenn bei- 
spielsweise a-S-Nukleoside fiir die Kopierreaktion eingesetzt wurden. 

Die in Schritt 5 vorgenommene massenspektrometrische Messung der Massen der DNA-Kettenprodukte durch 
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MALDI-Ionisierung in einem geeigneten Massenspektrometer, beispielsweise einem Flugzeitmassenspektxometer, ent- 
spricht unter diesen MaBnahmen der Probenvorbereitung dem Stand der heutigen Technik. Auch die Zuordnung der 
Masse (des Molekulargewichts) zu der Art der Mutation oder zum Wildtyp entspricht dem Stand der Technik. 

Ein sehr wesentlicher Punkt ist der Einsatz von Charge-Tags, welche wesentlich zur Steigerung der Detektierbarkeit 
5 der Produkte beitragen. Hier bieten sich mehrere Varianten an: 

1) Integration eines positiven Charge-Tags in den Primer (z. B. via ein T*). 

2) Integration eines negativen "charge tags" in den Primer (z. B. uber eine unmodifizierte Phosphatbriicke). 

3) Einfuhren eines positiven Charge- Tags durch den Terminator (z. B. durch ein a-S-3'CT-dideoxy-Nukleotid). 

10 4) Einfuhren eines negativen Charge-Tags durch einen unmodifizierten dideoxy-Nukleotidbaustein, welcher nicht 

alkyliert werden kann. 

Der Einsatz von Charge-Tags ist naturlicherweise nur sinnvoll im Zusammenhang mit der Entfemung von alien Rest- 
ladungen aus den DNA-Produkten, da nur in diesem Fall ein voUstandig definierter Ladungszustand des Analytmolekuls 

15 erreicht wird. Durch dieses Charge- Tagging und durch eine Ladungsneutralisierung der Rest-DNA wird erreicht, daB die 
Empfindlichkeit 100-mal verbessert wird, und Matrices verwendet werden konnen, welche selektiv die Desorption von 
diesen Modifikationen unterstiitzen, so daB die massenspektrometrische Analyse ohne Aufreinigung moglich wird, 

DNA hat ein polyanionisches Riickgrat. Durch das Ersetzen von Phosphat-Briicken im DNA-Rlickgrat durch Phos- 
phorothioat-Brlicken erhalt man eine chemische Funktion, in welcher durch einfache Chemie die negative Ladung ent- 

20 femt werden kann. Eine Alternative ist, von vomherein modifizierte Nukleotide zu verwenden, die nach ihrer Polymeri- 
sation zu Ladung sneutraHtat am DNA-Ruckgrat fiihren. a-Methyl-triphosphat-Nukleotide sind z. B. solche Bausteine. 
Die Neutralisierung der DNA tragt dabei nicht nur zur Erhohung der lonisierungsausbeute bei, sondem unterdriickt auch 
die Bildung von Addukten und tragt zur Stabilisierung der DNA im MALDI-ProzeB bei. 

Das Potential dieser Methode liegt einerseits in einer Steigerung der Empfindlichkeit und Verminderung der Addukt- 

25 bildung durch die implementierten Modifikationen, anderseits konnen in der IVIALDI Massenspektrometrie selektiv be- 
stimmte Substanzklassen bevorteiligt werden, wodurch unerwiinschte Reaktionsnebenprodukte ausgeblendet werden 
konnen. 

In der Praxis heiBt dies, daB durch die eingefiihrten Modifikationen und die Wahl der massenspektrometrischen Para- 
meter die relevanten Produkte exklusiv analysiert werden konnen. Die Templat-DNA kann beispielsweise vollstandig 

30 ausgeblendet werden und muB daher nicht in einer Aufreinigung entfemt werden. Dies erhoht auch die Moglichkeit der 
Multiplexierbarkeit Das gesamte Verfahren kommt mit keiner oder sehr wenig Aufreinigung nach den enzymatischen 
und chemischen Reaktionsschritten aus. 

Die wesentlichen Varianten des Verfahrens sind in den Fig, 5 und 6 zusammengefaBt Prinzipiell laBt sich jede Variante 
der Nukleotide mit jeder Variante des Primers kombinieren (Kettenverlangerungsnukleotide haben X = OH, ein Termi- 

35 natornukleotid ist dadurch ausgezeichnet, daB X ^ OH ist). 

Jedoch gibt es Kombinationen, die wenig sinnvoll sind. Niitzliche Varianten tragen das Charge-Tag (in Fig. 5 und 6 
mit "CT" abgekiirzt) entweder am Primer oder am Teminator. SinnvoUe Varianten, die das Charge-Tag mit dem Termi- 
nator eingefugt bekommen, w^erden in Kombination mit Primem ohne Charge-Tag verwendet. Ein Charge-Tag am Ter- 
minator fiigt der Produktkette eine Ladung bei mit X = CT^, CT~, Y = OH oder 0~. In einer Variante, in der Kettenver- 

40 langerungsnukleotide ohne eine anschlieBende chemische Modifikation ladungsneutralisiert sind (Y= CH3, CH2F, CHF2 
oder CF3), kann die Ladung im Terminatomukleotid auch mit X oder Y = SH, S", SeH oder Se" eingefuhrt werden. 

Als Kettenverlangerungsnukleotide werden nur Modifikationen verwendet, die ladungsneutrale oder neutralisierbare 
Verbriickungsgruppen Y enthalten, das heiBt, Y sollte selbst ladungsneutral sein (Y = H, CH3, CH2F, CHF2, CF3, Alkyl) 
oder quantitativ neutralisiert werden konnen (Y = SH, S~, SeH, Se~). Primer 1 bis 3 kommen zum Einsatz in Systemen, in 

45 denen alle Kettenverlangerungsnukleotide und Temiinatoren neutralisierbare oder neutrale Verbriickungsgruppen tra- 
gen. B muB definiert komplementar zu einer Base eingebaut werden. 

Eine Empfindlichkeitssteigerung gegeniiber herkommlicher DNA kann auch in geringerem MaBe erreicht werden, 
wenn kein Charge-Tag verwendet wird und nur das Riickgrat des Analyten vollstandig neutralisiert ist. In diesem Fall 
muB jedoch eine MALDI Matrix verwendet werden, die in der Lage ist, den Analyten zu protonieren. In diesem Fall bie- 

50 ten sich a-Cyanozimtsaure sowie Sinapinsaure als Matrices an, die sich auch bereits fur Peptide bewahrt haben. Das 
DNA-spezifische Problem des Poly anions, das mittels Matrix in eine einfach geladene Spezies mit entsprechend geringer 
Effizienz iiberfuhrt werden muB, entfallt im wesentlichen auch bei alleiniger Neutralisation des Riickgrats. Der Vorteil 
der Variante ist, daB mehrere bereits an anderen Substanzklassen bewahrte MALDI-Matrices zur Verfiigung stehen. 
Unmodifizierte Oligonukleotide oder DNA selbst eignen sich nicht gut, da deren Detektierbarkeit mittels z. B. 

55 MALDI oder ESI Massenspektrometrie eingeschrankt ist. Ein weiterer Vorteil unserer Erfindung ist, daB durch die ex- 
klusive Einfiihrung von chemischen Modifikationen in die neu generierten DNA Fragmente eine preferentielle Extra- 
hierbarkeit in der massenspektrometrischen Analyse erreicht wird. Dafiir bieten sich Modifikationen wie alkylierte Phos- 
phorthioat DNA oder Methylphosphonate gekoppelt mit Charge-Tags an. Die Detektierbarkeit dieser modifizierten DNA 
mittels Massenspektrometrie ist 100-mal besser als die der unmodifizierten Sequenzen. 

60 Ein Beispiel einer typisclien Mutationsanalyse ist in den obigen Schemata 1 und 2 wiedergeben. Dieses Analysenver- 
fahren benutzt einen Primer, der sich cheixiisch oder enzymatisch nach der Polymerasereaktion abspalten laBt, und einen 
Satz von a-S-dNTPs (beispielsweise fur die Basen C, G und A) und ein ddNTP (in unserem Beispiel fur die Base T). 
Mittels einer Polymerase wird ein Kettenverlangerung an einem Templat mit einer moglichen Punktmutation gemacht, 
die in diesem Beispiel fiir den mutierten Typ eine Verlangerung um 9 Basen, und fiir den Wildtyp ohne Mutation eine 

65 Verlangerung um 6 Basen ergibt. Danach wird der vom Primer stammende Teil des Produkts enzymatisch oder chemisch 
entfemt und das Produkt alkyliert Alle Thioat-Briicken lassen sich alkylieren, auBer der durch den Terminator eingefiihr- 
ten normalen Phosphatbriicke. Diese Ladung fungiert als negatives Charge-Tag. Im negativen lonenmodus lassen sich 
jetzt mit hoher Ausbeute und daher praktisch exklusiv die Produkte mit einer Termination nachweisen (also als 10-mer 
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Oder 7-mer). Anhand der Masse sind diese einfach zu unterscheiden und eine direkte Aussage iiber das Vorhandensein ei- 
ner Punktmutation wird ermoglicht. Dazu kommt, daB durch die Steigerung der Empfindlichkeit auf Grund der beschrie- 
benen Modifikationen wesentlich weniger Material aufbereitet werden muB und die Messung der modifizierten Produkte 
auch wesentlich unempfindlicher ist gegen Verunreinigungen aus den AufbewahrungspulFem der Polymerase und den 
PCR-Puffern. Wir konnen daher ohne Aufreinigung arbeiten und die Polymerasereaktion, die Abspaltung des Primers 5 
und die Alkylierung hintereinander durchfiihren, und schlieBlich in der MALDI-Analyse verwertbare Signale detektie- 
ren. 

Eine Variante ware die Verwendung eines Terminators, in den man die quaternare Aminofunktion hineinsynthetisiert 
hat. Diese Komponente muB in der a-S- Variante aufbereitet werden. Die Synthese dieser Komponente haben wir bereits 
durchgefiihrt und etabliert. Dadurch konnte anschlieBend entsprechend im positiven lonenmodus analysiert werden. 10 

Durch entsprechendes Design der Primer, der Schnittfunktionen, und unterschiedlicher Distanzen zu den Punktmuta- 
tionspositionen, die jedem Fachmann auf diesem Gebiet gelaufig sind, konnen auch mehrere Punktmutationssysteme si- 
multan ("multiplex") analysiert werden. Diese konnen sogar an beiden DNA-Strangen des DNA-Doppelstrangs, d. h. in 
entgegengesetzter Orientierung, analysiert werden. 

Nicht nur die Analyse eines einzelnen PCR-Produkts kann in multipler Weise durchgefiihrt werden. Eine Multiplex- 15 
Analyse kann auch mit einem Satz von mehreren PCR-Produkten gleichzeitig durchgefiihrt werden, die in einem einzi- 
gen Multiplex-PCR-Verfahren vervielfaltigt wurden. Verschiedene Telle eines Genoms werden dabei simultan in einer 
multiplexierten PGR amplifiziert. AnschlieBend kann an jedem PGR-Produkt mit der notwendigen Anzahl Primer die 
Analyse durchgefiihrt werden. Wesentlich ist hierbei, daB alle Einzelanalysen mit der gleichen Kombination von Nukleo- 
tiden durchgefiihrt werden miissen, bei Entwurf und Ausarbeitung der Multiplexanalysen ist daher hierauf Rucksicht zu 20 
nehmen. Prinzipiell kann mit einer Kombination von maximal vier Nukleotidsystemen jede erwiinschte Information iiber 
die Mutationen in einer genomischen DNA abgetastet werden. 

Auch der Einsatz von alien vier a-S-dNTps und einem ddNTP, wodurch eine Sequenzleiter erzeugt wiirde, ist mog- 
lich. Auch laBt sich bei spiels weise ein positiver CT-Terminator einer Base und ein negativer CT-Terminator einer zwei- 
ten Base in einer Sequenzreaktion mischen. 25 

AnschlieBend laBt sich im positiven lonenmodus die Beendigung durch die eine Base, im negativen lonenmodus die 
Beendigung durch die andere Base analysieren. 

Die Detektionsempfindlichkeit im MALDI Massenspektrometer fallt mit zunehmender Masse des Analyten deutlich 
ab. Daher ist es sinnvoll, Sequenzen ohne informativen Gehalt vor der MALDI-Analyse zu entfemen. Das gilt vor allem 
fiir die eingesetzten Primer der Kopierreaktion, deren Sequenz zwangslaufig bereits bekannt sein muB und die demnach 30 
keine Neuinformation enthalten. 

Dafiir haben wir zwei Verf ahren entwickelt. Zum einen kann die Spaltung an einer Thioatbriicke voigenommen wer- 
den, indem eine Alkjdierung mit einem Hydroxy alky liodid durchgefiihrt wird. AnschlieBend kann das Riickgrat an die- 
ser Position selektiv alkalisch gespalten werden (mehrere Hydroxy alkyliodide wurden fiir diesen Zweck getestet). 

Eine weitere Moglichkeit ist der enzymatische Verdau des nicht modifizierten Primers vom 5 -Ende her. Mit 5 -Phos- 35 
phodiesterase wird ein Teil des Primers bis hin zu einer Phosphorothioatfunktion nahe dem 3 '-Ende des Primers verdaut. 
Der Abbruch der Exonuklease durch die Phosphorothioat ergibt eine einheitliche Funktionalisierung des neuen 5 -Endes. 
Entsprechend funktioniert der Exonukleaseverdau auch wenn sich eine "charge tag" Funktion auf der 3 -Seite der Stop- 
funktion befindet. 

Im AnschluB an den Verdau der nicht mit Thioaten verbriickten Abschnitte der Produkt-DNA wird die PufFerlosung 40 
lyophilisiert und anschlieBend werden die Thioatbriicken alkyliert. Das Lyophisat wird dafiir in 10 /il bidestilliertem 
Wasser aufgenommen und mit 37.5 |j1 Acetonitril, 10 |il 2 M Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puffer und 15 |il lod- 

methan vermischt. Das 2-Phasen-Gemisch wird je nach Lange der zu analysierenden DNA 30^0 min. bei 41°G inku- 
biert, das Losungsmittel abdestilliert und der Riickstand in 150-600 |il 40%igem Acetonitril aufgenommen. Anschlie- 
Bend werden von dieser Losung 0.2 jul auf das zuvor mit alpha-Gyanozimtsauremethylester (beziehungs weise a-Gyano- 45 
zimtsaure fiir Analyte ohne Gharge-Tag) als Matrix beschichtete MALDI-Target aufgetragen und die Probe analysiert. 

Das Alkylierungsverfahren eignet sich gleichermaBen fur alle beschriebenen Varianten mit bereits im Analyten vor- 
formierten positiven oder negativen fixen Ladungstragem sowie fiir Varianten, in denen das Anbinden eines Gharge-Tags 
nicht beabsichtigt ist. 

Soli nach dem Verdau der nicht mit Thioaten verbriickten Telle des Analyten jedoch zugleich ein Gharge-Tag nach- 50 
traglich eingebaut und die Neutralisation des DNA-Polyanions erzielt werden, so bieten sich folgende weitere Varianten 
an: 

30 |j1 Edukt in TE Puffer werden mit 150 }il Acetonitril, 60 |il 2 M Triethylammoniumhydrogencarbonatpuffer (pH 
8,5), 60 jul einer l%igen Losung von 6-TrimethyIammoniumhexansaure N-hydroxysuccinimidylester in Wasser und 
60 |il lodmethan in einem 1 .5 ml EppendorfgefaB vermischt und das 2-Phasen-Gemisch ohne Schiitteln 45 min bei 37°G 55 
erwarmt. Das Gemisch wird lyophilisiert und in 40%igem Acetonitril fiir die MALDI-Analyse aufgenommen. Der An- 
satz ist optimiert auf simultanes Gharge-Tagging und Alkylieren von groBeren Substanzmengen. Eine primare Amino- 
funktion im Edukt ist Voraussetzung. Sie wird in der Regel durch einen modifizierten Primer eingebracht. 

Alternativ kann eine Stammlosung des Gharge-Tag-Reagenzes durch Losen von 2 mg (4-Iodbutyl)-triethylammoniu- 
miodid in 2 M Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puft^er (10 ,ul) hergestellt werden. Je nach Lange des zu alkylieren- 60 
den Oligos werden verschiedene Mengen dieser Stammlosung fiir folgendes AlkylierungsprotokoU eingesetzt: 2 jul der 
Eduktlosung in Wasser (ca. 500 pmoll/pl), 15 |il DMF, 1 |il lodethan, und 9/n jjI der Gharge-Tag- Stammlosung zuziiglich 
2— 9/n ,ul 2 M Trieth34ammonium-hydrogencarbonat-Pufifer (n = Anzahl der Basen der zu alkylierenden Thioat-DNA) 
werden bei 55°G 30 min inkubiert. Das Losungsmittel wird im Vakuum abdestilHert. Die Analyse im MALDI-Massen- 
spektrometer ergibt, daB sich unter diesen Bedingungen etwa 30% des gewiinschten, mit einer einfach positiven fixen La- 65 
dung versehenen Produktes bilden. Diese konnen durch Verwendung einer nicht aciden Matrix wie alpha-Gyanozimtsau- 
remethylester auch selektiv detektiert werden. 

Ein Rezept fiir die Synthese (4-Iodbutyl)-triethylammoniumiodid als Riickgrat Gharge-Tag-Reagens sei hier angege- 
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ben: Eine Losung von 1 ml (5inmol) 1,4-Diiodbutan in 5 ml Nitromethan wird bei Raumtemperatur tropfenweise mit 
0.6 ml (4.5 mmol) Triethylamin versetzt. Die Losung wird 1 h unter RiickfluB erhitzt, abgekiihlt und im Vakuum einge- 
engt. Der olige Riickstand wird dreimal mit je 2 ml n-Heptan gewaschen. Bei Abdampfen des Losungsmittels im Va- 
kuum wird ein gelber Feststoff erhalten, der erst mit n-Heptan und dann mit Diethylether gewaschen und im Hochva- 
5 kuum getrocknet wird. 

Rezept zur Herstellung eines Primers mit einer Ladung an einer Thyminbase: Der kommerziell synthetisierte Primer 
mit einer freien primaren Aminofunktion an einer Thyminbase wird in TE-PufFer gelost und eine Konzentration von ca. 
500 pmol/|il eingestellt. 30 |il dieser Losung werden mit 1.5 |il einer 2M Triethylammoniumhydrogencarbonatlosung 
(pH = 7.5) und bei 0°C mit 24 jul einer frisch zubereiteten l%igen Losung von 6-Trimethylammoniumhexansaure N-hy- 

10 droxy-succinimidylester in bidestilliertem Wasser versetzt. Nach 30 min. bei 0°C wird die Losung im Vakuum zur 
Trocknung eingeengt. Der Riickstand wird in 15 pi 300 mM Ammoniumacetatlosung aufgenommen und die DNA durch 
Zugabe von 60 pi Ethanol ausgefallt. Die Fallung wird durch Stehenlassen bei -20°C fiir 2 h vervollstandigt und der Nie- 
derschlag anschlieBend abzentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen, das Pellet zweimal mit je 50 |il 80%igem Et- 
hanol nachgewaschen und im Vakuum getrocknet. 

15 Rezept zur Synthese eines mit einem Charge-Tag versehenen Terminators: 3 -Amino-3 -desoxythymidin (50 mg, 
207 jumol) werden in 1 ml bidestilliertem Wasser gelost und mit 50 jul 2 M Triethylammoniumhydrogencarbonat-PufFer 
versetzt. Dann werden 60 mg (210 jumol) 6-Trimethylammonium-hexansaure-(N-hydroxy)-succinimidy tester bei 0°C in 
fester Fonn unter schnellem Riihren zugegeben. AnschlieBend wird noch weitere 60 mm bei 0°C geriihrt und das Lo- 
sungsmittel im Vakuum entfemt. Der Riickstand wird mit Dichlonnethan gewaschen und in Wasser aufgenommen. Beim 

20 Lyophilisieren wird ein weiBer Schaum erhalten. Das rohe Charge- Tag-Nucleosid wird nach einem literaturbekannten 
Verfahren (Ludwig, J. and Eckstein, F. "Rapid and efficient synthesis of nucleoside 5'0-(l-thiotriphosphates), 5'triphos- 
phates and 2',3*cyclophosphorothioates using 2-chloro-4H-l,3,2-benzodioxaphosphorine-4-one". J. Org. Chem. 54, 
631-635, 1989) in das entsprechende 5 -a-S-Triphosphat iiberfiihrt und erst auf dieser Stufe durch lonenaustauschchro- 
matographie an DEAE Sephadex A-25 gereinigt. 

25 Ein praktisches Beispiel der Mutationsanalyse am M13-System ist in den Spektren der Fig. 1 bis 3 gezeigt. Das 
Schema der Probenvorbereitung sieht wie folgt aus (Abkiirzungen: s = Phosphorothioat, a = alkylierte Phosphorothioat- 
briicke, T^^ = T, an der Nukleobase kovalent verkniipfte positive Fixladung): 
Templat Wildtyp: 

5'-CAG GCA TGC AAG CTT GGC ACT GGC CGT CGT TTT ACA ACG T-3' 
30 Templat Mutante: 

5'-CAG GCA TGC AAG TTT GGC ACT GGC CGT CGT TTT ACA ACG T-3' 
Primer: 5'-TA AAA CGA CGG CCA GsT'^sG-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: dATP-aS, dCTP-aS, dTTP-aS. 

Produkt bei Vorliegen des Wildtvps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
35 5'-Gar^aGaCaCaAaA-3', m/z = 2594. 

Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5'-Gar4:aGaCaCaAaAaAaCaTaT-3', m/z [MT = 3924. 

Die Spektren in den Fig. 1-3 zeigen den homozygot vorliegenden "Wldtyp, eine homozygot vorliegende Mutante und 
eine homozygot vorliegende Variante der Mutante. 

40 

Weitere Anwendungsbeispiele 

(1) Verwendung eines Thioat-Terminators mit positivem Charge-Tag 

45 Basensequenz des Wildtyps: 

5'-TCC TGC ATG GGC GGC ATG AAC CGG AGG CCC ATC-3. 
Basensequenz der Mutante: 

5'-TCC TGC ATG GGC GGC ATG AAC CGG AGT CCC ATC-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: dGTP-aS, dATP-aS, dCTP-aS, ddT'^-aS. 
50 Primer: 5'-C TGC ATG GGC GGC ATG AAC CG-3', Ruckgrat normale Phosphate. 
Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5'-GaAaGaGaCaCaCaAaT^'^, m/z = 3116. 

Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5'-GaAaGaT"^ m/z = 1457 

55 

(2) Verwendung eines unmodifizierten Didesoxyterminators (negatives Charge-Tag) 
Basensequenz des Wildtyps: 

5'-AGC TAC TGA TGC TGT GCA GAT ACT T-3'. 

60 Basensequenz der Mutante: 

5'-AGC TAC TGA TGC TGT GCA GAC ACT T-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: dGTP-aS, dATP-aS, dCTP-aS, ddTTP. 
Primer: 5'-AGC TAC TGA TGC TGT GC-3', Ruckgrat normale Phosphate. 
Produkt bei Vorhegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
65 5'-AaGaApT-3', m/z [M"] = 1240. 

Produkt bei Vorhegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5'-AaGaAaCaAaCpT-3', m/z [M"] = 2221 
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(3) Verwendung eines Primers mit positivem Charge-Tag und Phosphorothioat-modifiziertem Didesoxy terminator 

Basensequenz des Wildtyps: 
S'-GAAAATGTrTTAATTGGTGAC GGAGC-3'. 

Basensequenz derMutante: 5 
5'-GAA AAT GTr TTA ATT GGT GAG AGA GC-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: ddGTP-aS, dATP-ocS, dCTP-aS, dTTP-aS. 
Primer: 5'-GAA AAT GTT TTA ATT GGT' sG-3'. 

Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 

5'-T'aGaAaCaG-3', m/z [MT = 'l916. lO 
Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
S'-T^GaAaCaAaG-S Wz [MT = 2259 

(4) Verwendung eines Primers mit positivem Charge-Tag ohne Terminator (Weglassen eines Nucleotids) 

15 

Basensequenz des Wildtyps: 

5'-GAA AAT GTr TTA ATT GGT GAG GGA GC-3'. 
Basensequenz der Mutante: 

5'-GAA AAT GTT TTA ATT GGT GAC AGA GC-3'. 

In der Kopieneaktion werden als Nukleotide eingesetzt: dATP-aS, dCTP-aS, dTTP-aS. 20 
Primer: 5-GAA AAT GTT TTA ATT GGT' sG-3'. 

Produkt bei Vorliegen des Wildtvps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5'-T'a.G2LAaC-3\ m/z [M+] = 1573. 

Produkt bei Vorhegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 

5'-r*taGaAaCaA-3', m/z [MT = 1916 25 
(5) Verwendung eines Primers mit negativem Charge-Tag und Phosphorothioat-modifiziertem Didesoxyterminator 

Basensequenz des Wildtyps: 

5'-GGA ACA GCT TTG AGG TGC GTG TTT GTG-3'. Basensequenz der Mutante: 30 
5'-GGA ACA GCT TTG AGG TGC ATG TTT GTG-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: ddGTP-aS, dATP-oS, dCTP-aS, dTTP-aS. 
Primer: 5 -GGA ACA GCT TTG AGG sTG-3'. 

Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 

5'GaTpGaCaG-3', m/z [M"] = 1591. 35 
Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nucleaseverdau und Alkylierung: 
5 -GaTpGaCaAaTaG-3\ m/z [MSA] = 2268 

(6) Verwendung eines Primers mit negativem Charge- Tag ohne Terminator (Weglassen eines Nukleotids) 

40 

Basensequenz des Wildtyps: 

5'-GGA ACA GCT TTG AGG TGC GTG TTT GTG-3'. 

Basensequenz der Mutante: 

5'-GGA ACA GCT TTG AGG TGC ATG TTT GTG-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: dATP-aS, dCTP-aS, dTTP-aS. 45 
Primer: 5'-GGA ACA GCT TrG AGG sTG-3'. 

Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5'-GaTpGaC-3', m/z [M"] = 1248. 

Produkt bei Vorhegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 

5'-GaTpGaCaAaT-3', m/z [M"] = 1925 50 
(7) Variante ohne Charge-Tagging unter Verwendung eines Phosphorothioat-Terminators 

Basensequenz des Wildtyps: 

5'-GCT GAC ATr GAA ATA TGG CGC CAA GGA TGT-3'. 55 
Basensequenz derMutante: 

5'-GCT GAC ATT GAA ATA TGG GGT CAA GCA TGT-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: ddTTP-aS, dATP-aS, dCTP-aS, dGTP-aS. 

Primer: 5'-GCT GAC ATT GAA ATA TG-3', am Ruckgrat normale Phosphate. 

Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 60 

5'-GaCaGaCaCaAaAaGaCaAaf-3', m/z [MT = 3609. 

Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 

5'-GaCaGaT-3', m/z [MT = 1264 

(8) Beispiel einer Variante ohne Charge-Tagging und ohne Terminator (Weglassen eines Nukleotids) 65 

Basensequenz des Wildtyps: 

5'-ATT GAA ATA TGG CGC CAA GCA TGT GAT-3'. 
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Basensequenz der Mutante: 

5'-ATT GAA ATA TGG CGT CAA GCA in GAT-3'. 

In der Kopierreaktion werden als Nukleotide eingesetzt: dATP-aS, dCTP-aS, dTTP-aS. 
Primer: 5'-ATr GAA ATA TGG CGT CAA G-3'. 
5 Produkt bei Vorliegen des Wildtyps nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5*-CaAaT-3', m/z [MT = 905. 

Produkt bei Vorliegen der Mutante nach Nukleaseverdau und Alkylierung: 
5'-CaAaTaTaT-3', m/z [M+] = 1573 

10 Patentanspriiche 

1. Verfahren zur massenspektrometrischen Analyse bekannter Mutationen durch Basenaustausch ("Punktmutatio- 
nen"), Basendreher, Baseneinschub ("Insertion") oder Basenverlust ("Deletion") in genomischer DNA, durch fol- 
gende Schritte gekennzeichnet: 

15 1) PCR-Vervielfaltigung einer DNA-Sequenz, die durch ihre selektierenden Primer die Mutation umfaBt, 

2) Zugabe eines besonderen Satzes von modifizierten Nukleosidtriphosphaten fur eine kopierende, be- 
schrankte Primerverlangerung der bereits vorhandenen oder neu zugegebener Primer, wobei 

(a) der besondere Satz von Nukleosidtriphosphaten so zusammengesetzt ist, daB die Kettenverlangerung 
durch die Kopierreaktion beim nachsten Auftreten einer durch die Zusammensetzung des Satzes be- 

20 stimmten Base im zu kopierenden DNA-Gegenstrang endet, 

(b) der besondere Satz von Nukleosidtriphosphaten so zusammengesetzt ist, daB die Primerverlangerung 
bis zur Stelle der Mutation oder dariiber hinaus lauft, so daB die Produktkette im Wildtyp ein anderes Mo- 
lekulargewicht hat als im Mutanten, und 

(c) die Modifizierung der Nukleosidtriphosphate entweder allein oder in Verbindung mit einer nachtrag- 
25 lichen chemischen Behandlung (in Schritt 4) zu einer Stabilisierung der DNA-Kette im lonisierungspro- 

zeB, zu einer Adduktminderung der lonen, zu einer Erhohung der lonisierungsausbeute und/oder zu einer 
Veranderung der Masse der DNA-Kette ftihrt, 

3) die durch Schritt 2 vorbereitete, beschrankte Primerverlangerung mit Hilfe eines Enzyms, die den DNA- 
Gegenstrang komplementar kopiert, 

30 4) ein Abbau von zumindest einem Teilstiick der Primer und gegebenenfalls eine weitere chemische Modifi- 

zierung der Produktketten, und 

5) massenspektrometrische Bestimmung der Masse der modifizierten Ketten und Zuordnung der detektierten 
Mas sen zu Wildtyp oder Mutante. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB im besonderen Satz der Nukleotidtriphosphate aus 
35 Schritt 2 die zu einer oder zwei Basen gehorenden Nukleidtriphospliate fehlen, so daB hierdurch die Beendigung der 

Kettenverlangerung eintritt 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB im besonderen Satz der Nukleotidtriphosphate aus 
Schritt 2 die zu einer oder zwei Basen gehorenden Nukleidtriphosphate so modifiziert sind, daB sie die Kettenver- 
langerung terminieren, so daB hierdurch die Beendigung der Kettenverlangerung eintritt. 

40 4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens ein modifiziertes Didesoxynukleosidtri- 

phosphat als terminierendes Nukleosidtriphosphat eingesetzt wird. 

5. VergroBerung der Massenverschiebung. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der besondere Satz von mo- 
difizierten Nukleosidtriphosphaten so zusammengesetzt ist, daB die nachfolgende Kettenverlangerung der Primer 

45 im Wildtyp bei einer anderen Zahl von Basen aufliort als beim Mutanten. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der besondere Satz von modifizierten 
Nukleotidtriphosphaten so zusammengesetzt ist, daB die nachfolgende Kettenverlangerung iiber die Stelle der Mu- 
tation hinauslauft, die Mutation aber wegen eines Basenaustauschs, einer Basenveranderung, eines Baseneinschubs 
oder eines Basen verlustes am veranderten Molekulargewicht gegeniiber dem Wildtyp kenntlich ist. 

50 8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB wahrend der PCR-Amplifi- 

kation der DNA-Sequenz in Schritt 1 die Nukleotidtriphosphate aufgebraucht werden. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB nach der PCR-Amplifikation der 
DNA-Sequenz in Schritt 1 die Restnukleotidtriphosphate der Amplifikation entfemt werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das PCR-Produkt mit einem DNA-Aufreinigungs- 
55 verfahren (z. B. Ethanolfallung, Phenolextraktion, Spin- Column- Aufreinigung) von den Restnukleotidtriphospha- 

ten der PGR befireit wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Restnukleotidtriphosphate der PCR mittels einer 
Phosphatase zerstort werden. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die im Schritt 2 eingesetz- 
60 ten Nukleotidtriphosphate so modifiziert sind, daB durch die Kettenverlangerung des Primers und einer etwaigen 

zusatzlichen chemischen Neutralisierung dem Produkt keine weitere Ladung zugefiihrt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die im Schritt 2 eingesetzten Nu- 
kleotidtriphosphate so modifiziert sind, daB durch die Kettenverlangerung des Primers und einer etwaigen zusatzli- 
chen chemischen Neutralisierung dem Produkt nur eine einzige Ladung zugefiihrt wird. 

65 14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB vor, wahrend oder nach 

Schritt 2 neue Primer zugegeben werden, die nahe bei den zu untersuchenden Positionen der Mutationen hybridi- 
sieren. 

15. Verfahren nach Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet, daB die neu zugesetzten Primer eine Modifikation tra- 
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gen, die zum Anbringen einer fixen Ladung ("charge tag") dient oder bereits einen fixen Ladungstrager beinhaltet. 

16. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die neu eingesetzten Primer eine positive oder ne- 
gative Fixladung tragen. 

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 13, 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, daB die neu eingesetzten Primer 
eine Modifikation tragen, welche die Entfernung eines Teils dieses Primers im nachfolgenden Schritt 4 ermogHcht. 5 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 4 die Produktketten um 
einen Teil des enthaltenen Primers verkiirzt werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die neu eingesetzten Primer durch die Aktivierung 
einer eingebauten chemischen Funktion teilweise entfernt werden. 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB die neu eingesetzten Primer ganz- 10 
lich dem Produkt keine Ladung zufiihren. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die durch die Kettenver- 
langerung hervorgegangenen modifizierten Phosphatbriicken im Produkt durch einen 5 -Phosphodiesterase verdau 
nicht gebrochen werden konnen und die Primer durch 5 '-Phosphodiesterase verdau entfernt werden. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 4 die iiberschiissigen La- 15 

dungen der Produkte chemisch ladungsneutralisiert werden. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB fiir die lonisierung zur 
massenspektrometrischen Massenbestimmung in den Schritten 3 und 4 die matrix-unterstiitzte Laserdesorption 
(MALDI) angewendet wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB fiir die MALDI-Ionisierung eine Matrix verwendet 20 
wird, die praktisch ausschUeBIich nur in den Schritten 3 und 4 hergestellten Produkte ionisiert (z. B. a-Cyano-4-Hy- 
droxy-Zimts auremethylester) . 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB fiir die lonisierung zur massen- 
spektrometrischen Massenbestimmung in Schritt 5 die Elektrospriih-Ionisierung angewendet wird. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB durch Anwendung mehre- 25 
rer Primer gleichzeitig mehrere Produkte durch die Schritte durchgefiihrt werden, die zu DNA-Ketten verschiedener 
Langen fiihren. 

27. Vorgefertigter Satz an Chemikalien (Kit) fiir die Durchfiihrung der Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Bestandteile fiir die Schritte 1 bis 4 so zusammengestellt werden, daB bestinmite 
Mutationen, die zu einem bestimmten Krankheitsbild fiihren konnen, gleichzeitig abgefragt werden konnen. 30 

28. Vorgefertigter Satz an Chemikalien (Kit) fiir die Durchfiihrung der Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Bestandteile mindestens zwei spezifische Primer fiir die erste PGR und die modi- 
fizierten Nukleosidtriphosphate fiir Schritt 2 umfassen. 

29. Verfahren zur massenspektrometrischen Identifizierung bekannter Mutationen durch Basenaustausch ("Punkt- 
mutation"), chemische Basenveranderung, Basendreher, Baseneinschub ("Insertion") oder Basenverlust ("Dele- 35 
tion") in genomischer DNA, umfassend die Schritte (1) PCR-Amplifikation einer DNA-Sequenz, die die Mutation 
umfaBt, mit selektierenden Primem, (2) Zugabe eines besonderen Satzes von Nukleotidtriphosphaten fiir eine ko- 
pierende, beschrankte Kettenverlangerung der bereits vorhandenen oder neu zugegebener Primer, wobei (a) der be- 
sondere Satz von Nukleidtriphosphaten so zusanmiengesetzt ist, daB die Kettenverlangerung durch die Kopierreak- 
tion beim nachsten Auftreten einer durch die Zusanmiensetzung des Satzes bestimmten Base im zu kopierenden 40 
DNA-Gegenstrang endet, (b) der besondere Satz von Nukleidtriphosphaten so zusammengesetzt ist, daB die Ketten- 
verlangerung der Primer bis zur S telle der Mutation oder dariiber hinaus lauft, so daB die Produktkette im W^ldtyp 

ein anderes Molekulargewicht hat als im Mutanten, (3) die durch Schritt 2 vorbereitete, beschrankte Kettenverlan- 
gerung der Primer mit Hilfe einer Polymerase, die den DNA-Gegenstrang komplementar kopiert, (4) gegebenen- 
falls eine weitere chemische Modifizierung der Kettenprodukte, und (5) massenspektrometrische Bestimmung der 45 
Masse der modifizierten Ketten und Zuordnung der detektierten Massen zu Wildtyp oder Mutante, dadurch charak- 
terisiert, daB die in Schritt 2 zugebenen Nukleotidtriphosphate so modifiziert sind, daB ihr Einbau in die DNA-Kette 
entweder allein oder in Verbindung mit einer nachtraghchen, in Schritt 4 vorgenommenen chemischen Behandlung 
zu einer Stabilisierung der DNA-Kette im lonisierungsprozeB, zu einer Minderung der Adduktbildung, zu einer Er- 
hohung der lonisierungsausbeute und/oder zu einer Veranderung der Masse der DNA-Kette fuhrt. 50 
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Figure 



pt = Phosphorothioat 
p = Phosphat 
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